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I. TIIVISTELMÄ 
 
Perinteisesti soluja on transfektoitu lisäämällä niiden päälle DNA-kantajakompleksin sisältävä 
suspensio sen jälkeen kun solut ovat kiinnittyneet kasvualustalle. 
Käänteistransfektiomenetelmässä DNA-kantajakompleksit immobilisoidaan ensin solujen 
kasvualustalle ja vasta sen jälkeen solut siirretään niiden päälle, jolloin ne saavat niistä tukea 
kiinnittymiseen ja samalla ottavat sisäänsä osan DNA-kantajakomplekseista. 
Käänteistranfektiossa voidaan käyttää monia eri kantajamolekyylejä, mutta tässä 
tutkimuksessa käytettiin polyetyleeni-imiiniä (PEI). 
 
Yhtenä menetelmänä transfektiokompleksin immobilisoimiseen on kylmäkuivaus. 
Kylmäkuivauksessa DNA-kantajakompleksi täytyy suojata niin, ettei se hajoa 
kuivausprosessin aikana. Tällaisena apuaineena DNA-kantajakompleksien suojaamisessa 
voidaan käyttää sokereita, kuten sakkaroosia. Käänteistransfektioon on myös helppo yhdistää 
niin kutsuttu high-content kuvantaminen. Tämä menetelmä mahdollistaa suuren näytemäärän 
nopean kuvantamisen automatisoidulla laitteistolla. Lisäksi kuvista saatu tieto on helppo 
käsitellä niiden analysointiin kehitetyillä ohjelmistoilla. 
 
Tämän Pro Gradu-tutkielman tarkoituksena oli optimoida käänteistransfektiomenetelmä 
primäärisille hermosoluille, jotka ovat vaikeita käsitellä ja transfektoida. Optimoitavia osia 
olivat transfektioseoksen eri komponenttien määrät: DNA:n määrä, PEI-varaussuhde, sekä 
sokerin määrä.  
 
Optimointi onnistui hyvin. Hermosolut saatiin transfektoitua riittävällä tehokkuudella, jotta 
käytännön kokeet olisivat mahdollisia. PEI osoittautui siis käyttökelpoiseksi primääristen 
hermosolujen transfektoimisessa, joskin sen toksisuus ilmeni selvästi suurilla pitoisuuksilla. 
Käänteistransfektiolle optimaalisten olosuhteiden todettiin tulosten perusteella olevan: DNA 
0,5 µg, PEI-varaussuhde +5 ja sakkaroosin määrä 1 %. 
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cDNA: komplementaarinen DNA (complementary DNA) 
DMRIE: 1,2-dimyristyloksipropyyli-3-dimetyyli hydroksietyyli  
DOGS: dioktadekyyli-glykyylikarboksispermiini 
DOTAP: 1,2-bis(oleoyloksi)-3-(trimetyyliammonium)propaani  
GFP: vihreä fluoresoiva proteiini (green fluorescent protein) 
HCA: suurisisältöinen analyysi (high-content analysis) 
HCS: suurisisältöinen seulonta (high-content screening) 
LPEI: lineaarinen polyetyleeni-imiini 
MAP-kinaasi: mitogeeniaktivoituva proteiinikinaasi (mitogen activated protein kinase) 
PEI: polyetyleeni-imiini 
PI: propidiumjodidi (propidium iodide) 
shRNA: pieni hiuspinni-RNA (small hairpin RNA) 
siRNA: pieni häiritsevä RNA (small interfering RNA) 
YAC: hiivan keinotekoinen kromosomi (yeast artificial chromosome)  
YFP: keltainen fluoresoiva proteiini (yellow fluorescent protein) 
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1. JOHDANTO 
 
Perinteisessä transfektiossa, eli vieraan DNA:n siirtämisessä solujen sisälle, solujen annetaan 
ensin kiinnittyä kasvualustalleen ja vasta sen jälkeen ne transfektoidaan lisäämällä niihin 
DNA/kantaja-kompleksi. Käänteistransfektio puolestaan on menetelmä, jossa kasvatettavat 
solut transfektoidaan kuoppalevyn pohjalle, tai muulle alustalle kylmäkuivatulla tai muulla 
menetelmällä immobilisoidulla transfektiokompleksilla. (Reinisalo ym. 2006, Pannier ja Shea 
2004 Ziauddin ja Sabatini 2001) Käänteistransfektiossa alustalle immobilisoitu 
transfektiokompleksi toimii myös solujen kiinnittymisalustana, ja solut pääsevät heti 
läheiseen kontaktiin DNA-kantajakompleksin kanssa (Pannier ja Shea 2004). 
Käänteistransfektion tehokkuuteen vaikuttavat transfektiokompleksin yhdisteiden pitoisuudet. 
Menetelmän avulla on helppo testata suurikin määrä rinnakkaisia näytteitä yhdellä kertaa, 
sillä transfektiokompleksi on yksinkertainen valmistaa, ja samalla kertaa voidaan tehdä useita 
käänteistransfektiolevyjä. Levyjen varastointi on myös helppoa kylmäkuivauksen jälkeen, ja 
ne säilyvät käyttökelpoisena pitkiäkin aikoja oikein säilytettynä. (Reinisalo ym. 2006).  
 
Transfektiokompleksi koostui transfektoitavasta DNA:sta, Polyetyleeni-imiinistä (PEI, 
kationinen polymeeri), joka sitoo ja pakkaa soluihin transfektoitavan, negatiivisesti 
varautuneen DNA:n (Boussif ym. 1995), sekä sokerista (sakkaroosi) joka toimii apuaineena ja 
suojaa DNA/PEI-kompleksia kylmäkuivauksessa muodostamalla lasimaisia rakenteita 
(Allison ja Anchordoquy 2000; Armstrong ja Anchordoquy 2004). PEI on laajalti käytetty 
yhdiste transfektiossa, koska sillä on hyvä DNA:n sitomiskyky ja se kuljettaa DNA:n solun 
sisään kohtalaisen tehokkaasti endosytoosimekanismin kautta. Lisäksi se suojaa DNA:ta 
tehokkaasti solun hajottavilta mekanismeilta endosomissa ja solulimassa. Endosomissa PEI:n 
niin kutsuttu protonisieni-puskuriominaisuus hajottaa endosomin ennen kuin siitä muodostuu 
lysosomi. DNA:n sitoessaan PEI voi tiivistää suuriakin DNA-molekyylejä (esim. YAC, yeast 
artificial chromosome) pienikokoisiksi komplekseiksi, jotka pääsevät solukalvon läpi 
(Lungwitz ym. 2004, Marshall ym. 1999, Werth ym. 2006).  PEI:stä on olemassa lineaarinen 
ja haarautunut muoto, ja tässä tutkimuksessa käytettiin molempia muotoja. Rakenteen lisäksi 
myös molekyylin koko vaikuttaa transfektiotehokkuuteen. (Azzam ja Domb 2004, Werth ym. 
2006). PEI:n toksisuuteen soluille vaikuttavat sen koko ja ionivahvuus. Toksisuutta aiheuttaa 
sekä solujen ulkoinen että sisäinen PEI. Toksisuuden takia sen määrän tarkka säätely 
transfektiotehokkuuden suhteen on tärkeää (Lv ym. 2006). 
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Kun käänteistransfektiolevyjä tehdään kylmäkuivausmenetelmällä, DNA/PEI-kompleksi 
sekoitetaan vesifaasissa suoja-aineena toimivan sokerin kanssa, minkä jälkeen seos siirretään 
kuoppalevyille. Vesi on poistettava kuopista jollain keinolla, sillä se estää solujen siirtämisen 
levylle sekä haittaa transfektiota kompleksien hajotessa tai aggregoituessa, jos ne ovat pitkän 
aikaa vesifaasissa (Yu ja Anchordoquy 2009). Kylmäkuivaus on hyvä ja yksinkertainen keino 
veden poistamiseen (Molina ym. 2001). Ennen kylmäkuivausta levyillä oleva transfektioseos 
jäädytetään kuivajään avulla ja kuivauksen aikana kammiossa olevan tyhjiön ansiosta jäätynyt 
vesi haihtuu suoraan levyjen lämmetessä. Kylmäkuivauksen jälkeen levyt on luonnollisesti 
pidettävä kuivina, joten niiden säilytys tapahtuu eksikaattorissa, jossa on silikageeliä. Levyille 
jäävän tai tiivistyvän kosteuden vaikutuksesta transfektiokompleksit voivat hajota tai 
aggregoitua, kuten liian pitkään vesifaasissa säilytettäessä. 
 
Solujen kuvantamisessa käytettiin fluoresoivan proteiinin koodavan geenin sisältäviä 
reportteriplasmideja ja suurisisältöistä kuvantamista (high-content imaging, high-content 
analysis) niiden havaitsemiseksi. Suurisisältöinen kuvantaminen yhdistää näytteiden 
automaattisen käsittelyn ja kuvantamisen siitä saadun datan nopeaan analysointiin 
tarkoitukseen kehitetyillä tietokoneohjelmilla. Yhtenä kokonaisuutena nämä ominaisuudet 
mahdollistavat suurien solumäärien kuvantamisen ja suuren datamäärän käsittelemisen 
pienellä vaivalla. Alun perin lääketutkimukseen kehitetty menetelmä on tullut tekniikan 
kehittyessä vähitellen muidenkin tutkijoiden ulottuville (Zanella ym. 2010). 
 
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli optimoida käänteistransfektiomenetelmä kylmäkuivattuja 
transfektiokomplekseja käyttäen primäärisille rotan hermosoluille. Työ suoritettiin Itä-
Suomen yliopiston terveystieteiden tiedekunnan A.I. Virtanen instituutissa sekä biofarmasian 
laitoksella. Optimointia tarvittiin, koska hermosoluille ei ole sitä vielä suoritettu ja 
myöhemmin näiden solujen avulla tullaan tekemään tutkimusta MAP-kinaasien (mitogen 
activated protein kinase) parissa A.I. Virtanen instituutissa. Tarkoituksena on löytää 
hermosoluja mahdollisesti apoptoosilta suojaavat MAP-kinaasit. Primäärisiä hermosoluja 
tullaan käyttämään tutkimuksessa, koska ne ovat relevantimpia malleja in vivo-mekanismeille 
kuin immortalisoidut solulinjat, vaikka ne ovatkin vaikeampia käsitellä (Daub ym. 2009). 
 
Käänteistransfektion optimoitavia osa-alueita olivat polyetyleeni-imiinin varaussuhde 
DNA:han, transfektoitavan DNA:n määrä sekä transfektioseoksen sokeripitoisuus. Sokerina 
optimoinneissa käytettiin sakkaroosia. Transfektiokompleksin immobilisoimiseen solujen 
kasvualustalle käytettiin kylmäkuivausta. Kaikki transfektioseoksen aineet vaikuttavat 
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osaltaan sekä transfektiotehokkuuteen, mutta toisaalta myös kompleksin toksisuuteen 
transfektoitaville soluille. Transfektiotehokkuuden arvioinnissa käytettiin 
reportteriplasmideja, jotka sisälsivät fluoresoivan proteiinin geenisekvenssin. Fluoresoivan 
proteiinin havaitsemiseen soluista käytettiin suurisisältöistä kuvantamista. Kuvien 
analysointiin käytettiin vastaavasti kuvantamisohjelmiston kanssa yhteensopivaa 
analyysiohjelmistoa. 
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2. KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 KÄÄNTEISTRANSFEKTIO 
 
2.1.1 Kantajavälitteinen transfektio 
 
Solujen transfektio tarkoittaa vieraan DNA:n siirtämistä solujen sisälle, niin että se pääsee 
solun tumaan ja sen koodaama proteiini ilmentyy solussa. Tähän on kehitetty useita eri 
menetelmiä, jotka toimivat eri periaatteilla. On käytetty DNA:n suoraa injektiota soluun, 
kantajavälitteistä ja virusvälitteistä geeninsiirtoa sekä fyysisiä menetelmiä, esimerkiksi 
elektroporaatiota (Azzam ja Domb, 2004). Kaikilla menetelmillä on omat etunsa ja 
haittapuolensa, mutta tässä osuudessa keskitytään kantajavälitteiseen geeninsiirtoon, ja 
tarkemmin Polyetyleeni-imiiniin (PEI) DNA:n kantajana. 
 
Transfektiossa käytetyt DNA:n kantajat ovat kationisia molekyylejä, jotka sitovat itseensä 
negatiivisesti varautuneen DNA:n. Kationiset molekyylit kantajina eivät esimerkiksi aiheuta 
transfektoitavissa soluissa immuunivastetta kuten virusvektorit (Wasungu ja Hoekstra 2006), 
mikä on niiden suurin etu. Solukalvoa ei myöskään tarvitse rikkoa kuten esimerkiksi 
elektroporaatiossa. Lisäksi kationiset molekyylit pystyvät viemään suurikokoisiakin geenejä 
solujen sisälle, ja niiden valmistus on helppoa ja halpaa. Toisaalta ne ovat toksisia soluille, 
mikä on otettava huomioon transfektioissa. Ne eivät myöskään ole yhtä tehokkaita 
transfektiossa kuin virusvektorit. Kationiset molekyylit ovat kuitenkin hyvä vaihtoehto 
virusvektoreille, ja niiden käyttö ja tutkimus ovat lisääntyneet (Azzam ja Domb 2004, Lv ym. 
2006).  
 
Kationisia kantajamolekyylejä ovat lipidit, joista on useita eri muotoja, esimerkiksi DOTAP 
[1,2-bis(oleoyloksi)-3-(trimetyyliammoniom)propaani], DMRIE (1,2-dimyristyloksipropyyli-
3-dimetyyli hydroksietyyli) ja DOGS (dioktadekyyli-glykyylikarboksispermiini) (Azzam ja 
Domb, 2004).  Lisäksi niihin kuuluvat synteettiset polykationit, joihin PEI lukeutuu. 
Kationiset kantajamolekyylit vuorovaikuttavat negatiivisesti varautuneen solukalvon kanssa, 
jolloin solu ottaa ne ja niiden sitoman DNA:n sisäänsä yleisimmin endosytoosilla (Lungwitz 
ym. 2005). Yksi transfektiotehokkuutta heikentävä tekijä onkin DNA:n vapautuminen 
endosomista. Jos DNA kulkeutuu lysosomivaiheeseen asti, se hajoaa (Azzam ja Domb, 2004). 
Esimerkiksi PEI:llä tätä kuitenkin estää sen niin kutsuttu protonisieni-purskuriominaisuus. 
Endosomiin virtaa PEI:n läsnä ollessa runsaasti protoneja, mikä johtaa sen sisällön 
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ionivahvuuden nopeaan kasvuun ja lopulta endosomin hajoamiseen (Acinc ym. 2005). 
Kantajavälitteisen transfektion tehokkuutta rajoittavat siis viisi eri tapahtumaa: Kompleksin 
vuorovaikutus solukalvon kanssa, kompleksin sisäänotto, kompleksin vapautuminen 
endosomista, DNA:n kulkeutuminen tumaan sekä lopulta geenin ilmentymisen tehokkuus 
(Wasungu ja Hoekstra, 2006). 
 
Kationiset lipidit koostuvat kolmesta osasta: kationisesta pääryhmästä, hydrofobisesta 
hännästä sekä niitä yhdistävästä liittäjämolekyylistä. Kaikkiin kolmeen osaan on nykyisin 
kehitetty useita eri muotoja, jotka eroavat kooltaan ja varaukseltaan. Vesifaasissa kationiset 
lipidit muodostavat spontaanisti liposomeja, joihin DNA sitoutuu ja tiivistyy erilaisten 
hydrofobisten ja hydrofiilisten vuorovaikutuksien ansiosta. Näiden kompleksien koko ja 
muoto vaihtelee suuresti riippuen sekä transfektoitavasta DNA:sta sekä käytetyn lipidin 
koostumuksesta. Kompleksin rakenne vaikuttaa transfektiotehokkuuteen suuresti (Hirko ym. 
2003, Tranchant ym. 2004, Wasungu ja Hoekstra 2006).  Kationiset lipidit voivat kuljettaa 
DNA:n solun sisään kolmella eri tavalla. Solu voi ottaa DNA:n sisältävän liposomin sisäänsä 
endosytoosilla, minkä jälkeen DNA:n on vielä päästävä ulos endosomista. Tämän 
mahdollistaa lipidien vuorovaikutus endosomin membraanin kanssa. Toinen tapa on 
liposomin suora yhdistyminen solukalvoon, jolloin DNA vapautuu solun sisälle välittömästi. 
Kolmas, huonommin tunnettu tapa on makropinosytoosi (endosytoosin muoto, jossa 
solukalvosta irtoaa vesikkeli, makropinosomi, solun sisälle). Näistä kolmesta tapahtumasta 
ylivoimaisesti yleisin on kuitenkin endosytoosi ( Azzam ja Domb 2004, Zhdanov ym. 2002, 
Wasungu ja Hoekstra 2006). 
 
Synteettiset polykationit ovat polymeerejä, joihin kuuluvat muun muassa poly-L-lysiini, 
polyamidoamiini ja polyetyleeni-imiini. Niiden kyky sitoa ja tiivistää DNA:ta perustuu niiden 
positiiviseen varaukseen, jolloin niiden ja DNA:n negatiivisesti varautuneiden 
fosfaattiryhmien välille syntyy elektrostaattinen vuorovaikutus, eli muodostuu niin kutsuttu 
polypleksi.  Polykationeista erityisesti polyetyleeni-imiinistä (PEI) on tullut niin sanotusti 
kultainen standardi ei-virusvälitteisessä geeninsiirrossa (Azzam ja Domb 2004). Toisin kuin 
kationisten lipidien kohdalla, polykationien muodostamat kompleksit eivät vuorovaikuta 
toistensa kanssa. Tämän ansiosta polykationi-DNA-kompleksien koko ei vaihtele yhtä paljon 
kuin lipideillä, jotka saattavat liittyä toisiinsa. Lisäksi polykationeita on niiden rakenteen takia 
helppo muokata transfektoitavan solutyypin mukaan. Niillä onkin saavutettu paljon suurempi 
transfektiotehokkuus kuin kationisilla lipideillä (Thomas ja Klibanov 2003).  
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2.1.2 Polyetyleeni-imiini  
 
 
Kuva 1. Polyetyleeni-imiini. Vasemmalla haaroittunut muoto ja oikella lineaarinen muoto 
(Azzam ja Domb 2004). 
 
Polyetyleeni-imiinin etuina muihin polykationeihin verrattuna ovat sen hyvä 
transfektiotehokkuus ja parempi kyky suojata DNA:ta hajoamiselta endosomissa. Lisäksi se 
on osoittautunut tehokkaaksi monilla eri solutyypeillä (Park ym 2007). Sen yleisemmin 
käytetyssä haaroittuneessa muodossa on primäärisiä, sekundäärisiä ja tertiäärisiä amiineita, 
joista noin kaksi kolmasosaa on protonoituneena fysiologisessa ympäristössä, ja joka kolmas 
aminoryhmä on protonoitumaton, mikä antaa PEI:lle puskuriominaisuuden (niin kutsuttu 
protonisieni), jolloin se suojaa DNA:ta tehokkaasti ja endosomissa häiritsee pH:n säätelyä, 
aiheuttaen sen sisällön ionivahvuuden nopean kasvamisen, osmoottisen turpoamisen ja lopulta 
endosomin puhkeamisen (Acinc ym. 2005). Sen korkea varaustiheys mahdollistaa myös 
DNA:n tehokkaan pakkaamisen. PEI:n avulla on esimerkiksi pystytty transfektoimaan hiivan 
keinotekoisia kromosomeja (YAC, joiden koko on 2,3 Mb) ihmissoluihin (Marshall ym. 
1999). Haittapuolena varautuneilla molekyyleillä on kuitenkin toksisuus soluille, mikä 
rajoittaa PEI:n käyttöä in vivo. PEI:n käytettyä määrää kompleksissa mitataan sen 
aminoryhmien varaussuhteena DNA:n fosfaattiryhmiin (Azzam ja Domb 2004, Boussif ym. 
1995, Itaka ym. 2004, Park ym. 2007). 
 
PEI:stä on olemassa eri muotoja, joihin on lisätty muita molekyylejä ja niiden ominaisuudet 
poikkeavat toisistaan (Park ym. 2007). PEI:n tavalliset muodot ovat kuitenkin haaroittunut ja 
lineaarinen muoto (Kuva 1). Ne voidaan jakaa vielä molekyylipainoltaan eri kokoihin. 
Molekyylipainolla on selkeä vaikutus transfektiotehokkuuteen ja toksisuuteen (Kunath ym. 
2003, Lungwitz ym. 2004, Park ym. 2007). Toisin kuin haaroittunut muoto, lineaarinen muoto 
koostuu pääasiassa sekundäärisistä amiineista. PEI:n eri kokoja sekä haaroittuneella että 
lineaarisella muodolla on testattu. Esimerkiksi eräässä tutkimuksessa huomattiin, että PEI:n 
haaroittuneella muodolla saavutetaan parempi transfektiotehokkuus kuin lineaarisella 
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muodolla, jos varaussuhde on alhainen. Varaussuhteen kasvaessa erot kuitenkin tasoittuvat 
(Dai ym. 2011). Lineaarisen PEI:n etuna on sen nopeampi poistuminen endosomista, ja 
DNA:n nopeampi vapautuminen. Haaroittununeen PEI:n sitoma DNA voi pysyä 
kondensoituneena vielä 24 h transfektiosta, kun lineaarinen PEI vapauttaa DNA:n paljon 
nopeammin. Tämä ei kuitenkaan vaikuta juurikaan proteiinin ilmentymiseen. Se kertoo joko 
siitä, että vain pieni osa vapautuneesta DNA:sta kulkeutuu solun tumaan (Dai ym. 2011, Itaka 
ym. 2004), tai että ilmentyminen tumassa on rajoittava tekijä osan DNA:sta jäädessä kiinni 
kantajamolekyyliin (Cohen ym. 2009). PEI:n käyttö mahdollistaa solujen transfektion 
seerumin läsnä ollessa, mutta erikokoisilla PEI-molekyyleillä tehokkuus on tällöin erilainen 
(Reinisalo ym. 2006). 
 
PEI:n on toksista soluille. Erityisesti solun sisäpuolella DNA:n vapauttanut PEI säilyttää 
aktiivisuutensa ja jää solun sisälle haitaten solun toimintoja. Sen haittavaikutuksia ovat 
esimerkiksi solun kutistuminen normaalitilavuudesta, solujen jakautumisen hidastuminen ja 
sytoplasman vakuolisoituminen (Lv ym. 2006). In vivo -kokeissa PEI on aiheuttanut ongelmia 
verenkierrossa, sillä se reagoi seerumin proteiinien ja punasolujen kanssa aiheuttaen 
saostumia (Lv ym. 2006). Käytetty molekyylikoko sekä PEI:iin liitetyt ylimääräiset ryhmät 
ovat tutkimuksissa johtaneet isoihin eroihin toksisuudessa ja transfektiotehokkuudessa (Lv 
ym. 2006). 
 
 
2.1.3 Käänteistransfektio – Periaate ja sovellukset 
 
Perinteinen menetelmä transfektoida solut on lisätä DNA-kantajakompleksi solujen päälle, 
jolloin kompleksi leviää kasvatusliuoksessa, ja solut transfektoituvat kantajan ominaisuuksien 
mukaisesti. Tämän menetelmän rinnalle on kuitenkin kehitetty toisenlainen lähestymistapa – 
käänteistransfektio (Ziauddin ja Sabatini 2001). Käänteistransfektiossa transfektiokompleksi 
on immobilisoitu alustalle, jolle transfektoitavat solut istutetaan. Solujen transfektoinnin 
lisäksi transfektiokompleksi tukee solujen kiinnittymistä alustalle. Transfektiokompleksit 
pääsevät suoraan solujen läheisyyteen (Pannier ja Shea 2004).  
 
Ensimmäisen kerran käänteistransfektiomenetelmän kuvailivat Ziauddin ja Sabatini (2001), 
kun he kehittivät menetelmän, jossa transfektoitava cDNA (komplementaarinen DNA) oli 
sekoitettu vesi-gelatiiniliuokseen ja siirretty lasilevyille pistemäisesti. Levyt kuivattiin ja niille 
lisättiin kantajamolekyylinä toiminut lipidi. Kun lipidi oli sitoutunut DNA:han levyille, ne 
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siirrettiin solujen kasvatusmaljoihin ja transfektoitavat solut siirrettiin levyjen päälle, jolloin 
kunkin pisteen päälle kiinnittyneet solut transfektoituivat kyseisellä cDNA:lla. Näin saatiin 
aikaan transfektoitujen solujen mikrosiru (Ziauddin ja Sabatini 2001). Ensimmäisessä 
kokeessa käytettiin cDNA:ta, mutta käänteistransfektio mahdollistaa useiden molekyylien 
käyttämisen transfektiossa. Menetelmää onkin käytetty cDNA:n lisäksi siRNA:lle (small 
interfering RNA) ja shRNA:lle (small hairpin RNA) sekä reportteriplasmideille (Rajan ym. 
2011). 
 
siRNA:lle käänteistransfektiota on käytetty paljon. SiRNA, joka on tuotettu keinotekoisesti, 
toimii soluissa geenien hiljentäjänä sitoutumalla lähetti-RNA:han, jolloin kompleksi RISC 
(RNA-induced silencing complex) aktivoituu ja kohde-mRNA hajotetaan. SiRNA:n käyttö 
mahdollistaakin eri geenien toiminnalliset analyysit (Stürtzl ym. 2008). Esimerkiksi Mousses 
ym. (2003) testasivat käänteistransfektion sopivuutta siRNA:han perustuvaan toiminnalliseen 
analyysiin. Tutkimuksessa siRNA-kantajakompleksi (kantajana lipidi, lipofektamiini) 
immobilisoitiin geelimembraaniin, joka siirrettiin levyille pistemäisesti, jolloin saatiin aikaan 
mikrosiru.  Transfektoitavat solut siirrettiin levyjen päälle, jolloin ne transfektoituivat. 
Periaate oli siis sama kuin Ziauddinin ja Sabatinin (2001) tutkimuksessa, mutta cDNA:n 
sijasta käytettiin siRNA:ta. Menetelmän etuna on se, että samalla aikaa voidaan tutkia monta 
eri konstruktia, sillä pisteiden läpimitta levyllä on pieni (100 – 700 µm), ja kallista siRNA:ta 
tarvitaan vain vähän (0,25 ng – 2,5 ng) (Mousses ym. 2003). Samanlaisen menetelmän 
siRNA:ta käyttäen kuvailivat myös Erfle ym. (2007). Hekin käyttivät siRNA-
lipofektamiinikompleksia, joka siirrettiin pistemäisesti lasilevyille. Menetelmän 
nopeuttamiseksi käytettiin automaattista laitetta, joka siirsi siRNA:t 384-kuoppalevylle jossa 
pisteiden koko oli 400 µm. Tutkijoiden mukaan kuivatut transfektiokompleksit säilyivät 
levyillä käyttökelpoisina jopa 15 kuukautta (Erfle ym. 2007). Mikrosirupohjainen 
lähestymistapa käänteistransfektioon näyttäisi siis olevan erittäin käyttökelpoinen tapa 
suorittaa geenien toiminnallisia analyysejä suuressakin mittakaavassa. 
 
Myös reportteriplasmideja on käytetty käänteistransfektiossa. Niiden avulla voidaan määrittää 
transfektiotehokkuus, joten reportteriplasmidiin yhdistettynä tutkittavan geenin 
transfektoituminen voidaan varmistaa.  Segura ja Shea (2002) käyttivät β-
galaktosidaasireportteriplasmidia yhdessä polykationisen kantajan (polylysiini) kanssa 
käänteistransfektiossa. Transfektioseos kiinnitettiin neutravidiinillä päällystetylle alustalle. 
Kun sitoutumattomat transfektiokompleksit oli poistettu, solut siirrettiin alustalle. Levyihin 
immobilisoitunut transfektioseos muodosti niille tarttumapinnan, johon ne kiinnittyivät 
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kasvamaan. Näin voitiin ohjata solujen transfektoitumista, sillä vain alustalle kiinnittyneet 
solut transfektoituivat. Transfektiotehokkuus oli parempi kuin perinteisellä menetelmällä 
transfektoiduissa soluissa (Segura ja Shea 2002). Myös Rajan kollegoineen (2011) tutkivat 
transfektiotehokkuutta ja sen muutoksia, tällä kertaa lusiferaasireportteriplasmideja käyttäen. 
Transfektioreagenssina tutkijat käyttivät lipofektamiinia, ja kompleksit siirrettiin pistemäisesti 
lasilevyille, jolloin saatiin aikaan mikrosiru. Kun levyt oli kuivattu tyhjiökuivaimessa, solut 
siirrettiin kasvamaan sirujen päälle, jolloin ne kiinnittyivät vain niihin kohtiin, joissa 
transfektioseosta oli, ja transfektoituivat tietyssä pisteessä olevalla plasmidilla (Rajan ym. 
2011). Reinisalo työtovereineen (2006) tekivät myös käänteistransfektiota käyttäen 
lusiferaasireportteriplasmideja. Tutkimuksessa testattiin kylmäkuivausmenetelmän sopivuutta 
käänteistransfektiokompleksien kuivaamiseen, sekä sen vaikutusta kompleksin pysyvyyteen. 
Kantajamolekyylinä käytettiin polyetyleeni-imiiniä. Transfektiokompleksi siis 
kylmäkuivattiin kuoppalevyille, minkä jälkeen transfektoitavat solut siirrettiin kompleksin 
päälle. Tutkimuksessa huomattiin, että perinteiseen transfektiomenetelmään verrattuna 
käänteistransfektio antoi vähintään yhtä hyvän, usein paremman, transfektiotehokkuuden 
(Reinisalo ym. 2006). 
 
Käänteistransfektioon on siis monia eri lähestymistapoja. Voidaan käyttää erilaisia 
kantajamolekyylejä, erilaisia alustoja, joille transfektiokompleksit kiinnitetään sekä erilaisia 
menetelmiä transfektiokompleksien kuivaamiseksi. Käänteistransfektio tarjoaa hyvän 
transfektiotehokkuuden, ja mahdollisuuden tutkia useita eri geenejä rinnakkain, sillä samalle 
mikrosirulle pystytään pistemäisesti siirtämään useita eri soluihin transfektoitavia 
molekyylejä. Kuoppalevyillä pystytään siirtämään eri kompleksit omiin kuoppiinsa, ja 
valmistamaan helposti useita rinnakkaisia koealustoja kerrallaan. Menetelmää voi skaalata 
helposti. Lisäksi immobilisoidut kompleksit säilyvät käyttökelpoisina pitkiäkin aikoja. 
Transfektiotehokkuudessa menetelmä on kuitenkin vähintään yhtä hyvä kuin perinteinenkin 
transfektio. 
 
 
2.1.4 Kylmäkuivaus ja käänteistransfektio  
 
Kun ei-viraalisia transfektiokomplekseja halutaan säilyttää pidemmän aikaa, niiden 
kuivaaminen on tärkeää, sillä vesifaasissa ne ovat melko epästabiileja. Kuivattuna kompleksit 
säilyvät pidempään (Yu ja Anchordoquy 2009). Lisäksi mahdollisuus valmistaa kerralla 
suurempi erä kuivattuja transfektiolevyjä vähentää muuttuvia tekijöitä tutkimuksessa (Talsma 
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ym. 1997). DNA-kantajakompleksin kuivaamiseksi voidaan käyttää kylmäkuivausta, mutta se 
tuo omat haasteensa transfektiokompleksin säilyvyyden kannalta. Kompleksi on jotenkin 
suojattava hajoamiselta kuivauksen aikana, ja myöhemmin säilytyksessä. Erityisen tärkeää 
transfektiotehokkuuden kannalta on kompleksien koon säilyminen, eli niiden eristäminen 
toisistaan jäädyttämisen ja kuivaamisen aikana (Molina ym. 2001). Aiemmin on huomattu, 
että sokereilla on ominaisuuksia jotka suojaavat muun muassa proteiineja kylmäkuivauksessa 
(Leslie ym. 1995), joten niiden käyttöä on alettu soveltamaan transfektiokompleksien 
suojaamisessa (Molina ym. 2001). 
 
Kylmäkuivaamiseen kuuluvat transfektiokompleksin sisältävän vesiliuoksen jäädytys ja 
veden haihduttaminen. Nämä molemmat vaiheet voivat johtaa transfektiokompleksin 
molekyylien aggregoitumiseen, sillä veden kiteytyessä jääksi, ne jäävät ahtaisiin 
jäätymättömiin taskuihin. Sokerin käyttäminen apuaineena suojaamassa komplekseja sitoo ja 
eristää yksittäiset molekyylit kylmäkuivaamisen aikana ja estää niiden aggregoitumisen 
muodostamalla kuivauksen aikana lasimaisia (joita sakkaroosi muodostaa) tai kristallimaisia 
rakenteita (joita mannitoli muodostaa) (Allison ja Anchordoquy 2000). Erityisesti 
disakkaridien, kuten sakkaroosi ja trehaloosi, on huomattu olevan tehokkaita 
transfektiokompleksien suojaamisessa (Armstrong ja Anchordoquy 2004). Kylmäkuivatut 
transfektiolevyt säilyvät oikein säilytettynä pitkiäkin aikoja. Esimerkiksi Reinisalon 
työtovereineen (2006) tekemässä tutkimuksessa levyjen transfektiotehokkuus säilyi hyvänä 
jopa kuusi kuukautta. Levyjä säilytettiin eksikaattorissa + 4 °C:ssa silikageelin kanssa. 
 
Kylmäkuivauksen soveltuvuutta muita kantajia kuin PEI:tä käytettäessä on testattu jonkin 
verran. Talsma kollegoineen (1997) testasi kylmäkuivausmenetelmän soveltuvuutta kolmelle 
eri kantajalle: PEI:lle, polylysiinille sekä adenovirukselle perinteistä transfektiomenetelmää 
käyttäen. Tulosten perusteella kylmäkuivaus soveltui kaikille kolmelle testatulle kantajalle, 
mutta ainoastaan silloin kun apuaineena käytettiin sakkaroosia. Ilman sakkaroosia solujen 
transfektiotasot laskivat huomattavasti, kun sakkaroosin kanssa ne säilyivät suunnilleen 
samalla tasolla tuoreen transfektiokompleksin kanssa. Transfektiotehokkuuden arvioinnissa 
tutkijat käyttivät lusiferaasireportteriplasmidia ja transfektoitavat solut olivat ihmisen 
leukemiasolulinjasta K562. Myös kationisille lipideille menetelmä soveltuu, kuten Allison ja 
Anchordoquyn (2000) tutkimuksesta käy ilmi. Tutkijat kylmäkuivasivat DMRIE:n (1,2-
dimyristyloksipropyyli-3-dimetyyli-hydroxyetyyliammoniumbromidi, kationinen lipidi) ja 
kolesterolin kanssa kompleksoitua plasmidi-DNA:ta (GFP-reportteri), ja transfektoivat sillä 
perinteistä menetelmää käyttäen COS-7-soluja (vihermarakatin munuaissolulinja). Tulosten 
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perusteella kylmäkuivaus soveltuu myös kationisille lipideille, mutta kuten PEI:nkin 
tapauksessa, ainoastaan silloin jos apuaineena käytetään sokeria. 
 
Kylmäkuivaus itsessään on siis todella yksinkertainen toimenpide, mutta vaatii erillisen 
laitteiston. Kuten edellä on käynyt ilmi, se soveltuu käytettäväksi monien eri kantajien kanssa 
virusvektoreista kationisiin molekyyleihin. Menetelmää käytettäessä on kuitenkin pakko 
käyttää apuaineena sokeria, joka suojaa transfektiokomplekseja jäätymisen ja kosteuden 
poistumisen aikana. Erityisenä etuna menetelmällä on se, että kerralla voidaan valmistaa 
kaikki transfektiolevyt yhden tutkimuksen tarpeisiin, mikä vähentää mahdollisia eroja 
rinnakkaisten levyjen välillä. Lisäksi levyjen säilytys kuivattuna on varsin helppoa.  
 
 
2.1.5 Eri solutyyppien transfektointi 
 
Käänteistransfektiota, kuten muitakin transfektiomenetelmiä on käytetty enemmän helposti 
transfektoitaville solulinjoille. Solulinjat eivät kuitenkaan ole paras mahdollinen malli kaikille 
tutkimuksille. Vaikeasti transfektoitavat primäärisolut ovat relevantimpi malli monille 
tutkimuksille, vaikka ne ovatkin kalliimpia ja vaikeammin saatavilla. Sen takia 
käänteistransfektiomenetelmän, kuten muidenkin transfektimenetelmien, optimointi 
primäärisoluille ja muille vaikeasti transfektoitaville soluille on myös tärkeää (Daub ym. 
2009, Reinisalo ym. 2006).  
 
Primäärisiä hermosoluja on pidetty perinteisesti vaikeina käsitellä ja transfektoida. 
Tutkimuksessa on käytetty sekä sikiöistä että syntyneistä eläimistä (pääasiassa rotta ja hiiri) 
eristettyjä hermosoluja. Näistä kahdesta laajemmin käytettyjä ovat sikiöistä saadut solut, jotka 
on teknisesti helpompi eristää kuin solut syntyneistä eläimistä. Vastasyntyneestä eläimestä 
eristettävät solut ovat tosin helpommin saatavilla. Lisäksi soluviljelmästä tulee 
homogeenisempi jos siihen käytetään vain yhdestä eläimestä eristettyjä soluja (Ray ym. 
2009). Primääriset hermosolut ovat erityisen hyödyllisiä lääkkeiden testaamisessa sekä 
keskushermoston signaalireittien tutkimisessa. Toisin kuin solulinjat, primääriset hermosolut 
kasvattavat aksoneita, dendriittejä ja synapseja kuten elävän eläimen aivoissakin. Eristettynä 
muun elimistön suojamekanismit eivät myöskään vaikuta kokeisiin (Ray ym. 2009). 
Primääristen hermosolujen käyttöä rajoittavat kuitenkin niiden vaikea transfektoitavuus ja 
eristyksestä saatujen solujen rajallinen määrä. Transfektiotehokkuuksia mitattaessa 
esimerkiksi perinteisellä kalsiumfosfaatti-transfektiomenetelmällä on saavutettu 0,5 – 3,0 % 
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tehokkuus. Toisaalta esimerkiksi elektroporaatiolla on päästy jopa 15 – 20 %:iin (Dib-Hajj 
ym. 2009). Erilaisten transfektiomenetelmien soveltuvuutta eri soluille on siis hyvä testata. 
Niillä kaikilla on hyvät ja huonot puolensa, ja tehokkuudet vaihtelevat erityyppisten solujen 
välillä. 
 
Käänteistransfektiota on testattu myös muilla solutyypeillä ja -linjoilla. Esimerkiksi Reinisalo 
työtovereineen (2006) optimoi menetelmää vaikeasti transfektoitaville WERI-Rb1-soluille 
(retinoblastoomasolulinja). Hen tutkimusryhmä (2011) puolestaan testasi menetelmää ihmisen 
mesenkyymin kantasoluille ja Villa-Diaz kollegoineen (2010) alkion kantasoluille. Kaikissa 
tapauksissa käänteistransfektio osoittautui käyttökelpoiseksi menetelmäksi. 
 
Zhang tutkimusryhmineen (2004) teki tutkimuksen primäärisillä hermosoluilla PEI:n eri 
muotojen transfektiotehokkuuden eroista, tosin käyttäen perinteistä transfektiomenetelmää, eli 
DNA/kantajakompleksit lisättiin solujen päälle. Hermosolut ovat vaikeasti transfektoitavia, ja 
vaikka virusvektorit ja synteettiset vektorit tarjoavat tähän ratkaisun oli tutkijoiden tavoitteena 
testata helpommin saatavilla olevaa kantajaa, PEI:tä. Kokeessa testattiin PEI:n lineaarista ja 
haarautunutta muotoa ja lisäksi haarautuneesta muodosta tutkijoilla oli käytössä kaksi 
erikokoista versiota: PEI 25 (kDa) ja PEI 50-100 (kDa). Soluina tutkijat käyttivät IB3-1 
solulinjaa (ihmisen keuhkoputken epiteelisolulinja) sekä rotan aivoista eristettyjä gliaali- ja 
hermosoluja. Transfektiotehokkuuden arvioinnissa tutkijat käyttivät GFP-plasmidia (green 
fluorescent protein), jonka kantajana PEI toimi. Tulosten perusteella lineaarisella PEI:llä 
saavutettiin parempi transfektiotehokkuus kuin haarautuneella IB3-1 solulinjassa. 
Haarautunut PEI 25 oli puolestaan selvästi paras primäärisissä gliasoluissa ja haarautunut PEI 
50-100 oli tehokkuudeltaan paras primäärisissä hermosoluissa. Transfektiotehokkuuden 
laskeminen toksisuuden lisääntyessä suurilla PEI-varaussuhteilla primäärisissä soluissa oli 
tuloksista myös selvästi havaittavissa (Zhang ym. 2004). 
 
Solun alttius transfektoitua vaihtelee siis alkuperästä riippuen. Tutkimuksessa saatetaan 
käyttää immortalisoitua solulinjaa tai suoraan eläimestä eristettyjä primäärisoluja. Yleisesti 
ottaen primäärisolut ovat kuitenkin vaikeampia transfektoida, mutta samalla ne ovat myös 
relevantimpia malleja tutkimukselle. Aina ei löydy aiempia tutkimustuloksia eri solujen 
ominaisuuksista, joten tutkimuksen tarpeen mukaan on oltava valmis optimoimaan 
menetelmiä käytössä olevalle mallille. 
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2.2 FLUORESOIVAT PROTEIINIT ANALYYTTISESSÄ KÄYTÖSSÄ 
 
2.2.1 Fluoresoivat proteiinit 
 
Vaikka fluoresoivat proteiinit, jotka emittoivat valoa tietyllä aallonpituudella, on tunnettu jo 
pitkän aikaa, niitä alettiin käyttää tutkimuksen apuvälineinä vasta vuoden 1994 jälkeen, kun 
ensimmäinen julkaisu aiheesta ilmestyi (Chalfie ym. 1994). Nykyisin fluoresoivien 
proteiinien käyttö reporttereina solun toiminnan ja geenien aktiivisuuden tutkimisessa onkin 
jo arkipäivää. Ensimmäiseksi Aequorea victoria -meduusasta löydettiin vihreää valoa 
emittoiva proteiini, ja nykyisin fluoresoivia proteiineja on löydetty tai keinotekoisesti 
muokattu koko aallonpituudella (450 – 650 nm, taulukko 1), mikä mahdollistaa useampien 
leimojen käytön samanaikaisesti (Chudakov ym. 2005, Shaner ym 2005). Fluoresoivaa 
proteiinia koodaava geeni voidaan fuusioida tutkittavan geenin kanssa niin, että sitä koodaava 
sekvenssi liitetään saman promoottorin alle tutkittavan siirtogeenin kanssa. Tällöin tiedetään, 
että ne ilmentyvät solussa yhtä aikaa. Fluoresoivien proteiinien erityisenä etuna on se, että ne 
toimivat solun muuta toimintaa suuremmin haittaamatta, jolloin niitä voidaan käyttää elävissä 
soluissa (Wang ym. 2008). Elävien solujen kanssa työskenneltäessä on kuitenkin valittava 
fluoresoivat proteiinit niin, että niiden vaatima valo on soluille vaarattomalla 
aallonpituusalueella. Elävät solut eivät kestä esimerkiksi hyvin lähellä UV-aallonpituuksia 
olevaa valoa (Day ja Schaufele 2008). 
 
Taulukko 1. Esimerkkejä tutkimuskäytössä olevista fluoresoivista proteiineista eri 
aallonpituuksilla (Shaner ym. 2005). 
Proteiinin nimi Fluoresenssin väri Eksitaatio (nm) Emissio (nm) 
mPlum Syvänpunainen 590 649 
mCherry Punainen 587 610 
mOrange Oranssi 548 562 
YFP Keltavihreä 514 527 
GFP Vihreä 488 507 
CyPet Syaani 435 477 
Griesbeck UV-vihreä 399 511 
 
 
2.2.2 Fluoresoivat proteiinit transfektiotehokkuuden arvioinnissa 
 
Transfektiotehokkuuden arvioinnissa fluoresoivat proteiinit ovat erityisen käyttökelpoisia. 
Kun käytetään plasmidia, joka sisältää fluoreosoivan proteiinin geenisekvenssin, voidaan 
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transfektoituneet solut havaita suoraan fluoresenssimikroskoopilla. Lisäksi transkriptiotaso, 
eli promoottorin toimivuus voidaan havaita fluoresenssin intensiteetistä ja siirtogeenin 
lokalisaatio tuman ja sytoplasman välillä voidaan erottaa tarkalla laitteistolla. 
 
Esimerkiksi Villa-Diaz työtovereineen (2010) käytti reportteriplasimideja tutkiessaan eri 
transfektiomenetelmien transfektiotehokkuutta ihmisen alkion kantasoluihin. Plasmideissa oli 
eri fluoresoivan proteiinin koodaavat geenit, ja ne erosivat myös kooltaan toisistaan. 
Transfektoituneet solut voitiin fluoresoivan reportteriproteiinin ansiosta erottaa 
virtaussytometrin avulla. Tutkijat pystyivät myös erottamaan plasmidien väliset erot 
transfektiotehokkuudessa. Suurikokoisen plasmidin transfektiotehokkuus oli heikompi (Villa-
Diaz ym. 2010). Myös Hsu kollegoineen käytti reportteriplasmidia, jossa oli fluoresoivan 
proteiinin geeni testatessaan eri PEI-molekyylien transfektiotehokkuutta rotan luuytimen 
strooman soluihin. Reportteriplasmidi sisälsi vihreän fluoresoivan proteiinin koodaavan 
geenin, ja tutkijat pystyivät erottamaan transfektoituneet solut virtaussytometrilla sekä 
konfokaalilasermikroskoopilla. Solujen fluoresenssin intensiteetti sekä fluoresoivan leiman 
sisältävien solujen lukumäärä auttoi tutkijoita arvioimaan transfektiotehokkuutta, ja 
erottamaan parhaan transfektiotehokkuuden antavan PEI-molekyylin. Lisäksi solujen tumaan 
lokalisoitunut fluoresoiva proteiini pystyttiin erottamaan (Hsu ym. 2011). 
 
Fluoresoivat proteiinit ovat siis oiva apuväline transfektiotehokkuuden arvioinnissa. Ne 
tarjoavat myös mahdollisuuden käyttää useita eri leimoja samanaikaisesti, ja niiden 
lokalisaatioon solun sisällä voidaan vaikuttaa valmistamalla fuusioproteiineja. 
Transfektoituneet solut on helppo erottaa, ja proteiinit eivät tarvitse kofaktoreita tai muita 
aktivaattoreita, minkä ansiosta solun normaali toiminta ei muutu. 
 
 
2.3 SUURISISÄLTÖINEN KUVANTAMINEN 
 
 
2.3.1 Suurisisältöisen kuvantamisen periaate 
 
Viime aikojen teknologiset edistysaskeleet ovat vähitellen mahdollistaneet yhä 
suurempikapasiteettisten analyysijärjestelmien käyttämisen solujen kuvantamisessa.  Näitä 
Suurisisältöisiä analyysimenetelmiä (high-content analysis) yhdistävät teknisesti kehittyneet 
mikroskoopit ja näytteiden automaattinen käsittely sekä niiden tuottaman suuren datamäärän 
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analysointiin kehitetyt tietokoneohjelmat. Niiden avulla pystytään tuottamaan ja käsittelemään 
suuri määrä tutkimusdataa pienellä vaivalla, ja analysoitavalle kohteelle pystytään tekemään 
kerralla useitakin eri mittauksia. Suuren kapasiteetin kuvantamisjärjestelmiä onkin nykyisin 
saatavilla monelta eri valmistajalta (Zanella ym. 2010). 
 
Suurisisältöisen kuvantamisen yhdistäminen käänteistransfektioon avaa mahdollisuudet 
laajojen DNA- ja RNA-kirjastojen nopeaan ja tarkkaan analysointiin. Mikrosirujen tai 
kuoppalevyjen näytetiheys mahdollistaa nopean kuvantamisen, ja vähäinen tarvittava DNA:n 
tai RNA:n määrä vähentää kustannuksia. Lisäksi solujen yhtäaikainen transfektio lisää 
tulosten luotettavuutta erityisesti käytettäessä mikrosiruja, joille transfektiokompleksit on 
siirretty pistemäisesti. Mikrosiru voidaan laittaa yhteen suureen kuoppalevyn kuoppaan ja 
solut kiinnittyvät kaikkiin kohtiin samanaikaisesti (Erfle ym. 2007). 
 
 
2.3.2 Elävien solujen suurisisältöinen kuvantaminen 
 
Elävien solujen kuvantaminen suurisisältöisellä menetelmällä on erityisen käyttökelpoinen 
sovellus. Sen avulla pystytään seuraamaan solujen fysiologisia ja patofysiologisia prosesseja 
erinomaisella tarkkuudella. Solujen fenotyypin muutokset pystytään havaitsemaan tarvittaessa 
reaaliajassa, ja yksittäisten solujen muutokset pystytään erottamaan toisistaan tuhansien 
joukossa (Daub ym. 2009).  
 
Neumann tutkimusryhmineen (2006) käytti suurisisältöistä kuvantamista 49:n eri siRNA:n, 
joilla tiedettiin olevan vaikutusta kromosomien tai tuman rakenteeseen, toiminnan 
analysointiin HeLa-soluissa testatakseen menetelmää. Tutkijat valmistivat transfektiolevyjä, 
joissa yksi fluoresoivalla leimalla leimattu siRNA oli omana pisteenään levyllä, ja yhdellä 
levyllä oli 384 pistettä. Transfektoituneet solut voitiin havaita tumaan lokalisoituneen 
fluoresoivan leiman perusteella, ja solujen fenotyypit voitiin eritellä tuman rakenteen 
perusteella ohjelmallisesti. Solut kuvattiin automaattisella mikroskooppilaitteistolla 44 tunnin 
ajan 30 minuutin välein, jolloin saatiin aikaan ”elokuva” solun muutoksista ja 
solunjakautumisen mahdollisista häiriöistä. Tuloksena saadut kuvasarjat tutkijat analysoivat 
tarkoitukseen varta vasten kehitetyllä ohjelmistolla, joka havaitsi kromosomin paikan solussa, 
luokitteli kromosomit niiden rakenteen mukaan ja tunnisti solusyklin vaiheet. Tämän 
mahdollistivat ohjelman asetukset kohteen segmentaation, eli erottamisen muodon ja koon, 
perusteella. Ohjelman antamien tulosten perusteella tutkijat pystyivät lopulta arvioimaan, 
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aiheuttiko tietty siRNA kromosomien segregaatiota tai tuman rakenteen muutoksia (Neumann 
ym. 2006). 
 
Kun tutkijat olivat osoittaneet suurisisältöisen menetelmän toimivaksi, he jatkoivat tutkimusta 
suuremmassa mittakaavassa. He suorittivat genominlaajuisen fenotyyppiprofiloinnin n. 
21 000:lle ihmisen proteiineja koodaavalle geenille HeLa-soluilla. Käytössä oli sama 
menetelmä kuin vuonna 2006 julkaistussa tutkimuksessa, eli jokaiseen eri geeniin kohdistetun 
siRNA:n lisäksi soluihin siirrettiin tumaan lokalisoituva (histoni 2B) fluoresoiva leima, ja 
solujen transfektoimiseen käytettiin mikrosiruja. Soluja kuvattiin taas suurisisältöisellä 
menetelmällä kahden päivän ajan 30 minuutin välein ja kuvasarjat analysoitiin 
tietokoneohjelman avulla. Tämän tutkimuksen tuloksena oli satojen geenien 
solunjakautumiseen, liikkumiseen ja selviämiseen liittyvien toimintojen selkeytyminen. 
Tulokset julkaistiin tiedeyhteisön käyttöön tietokantana internetissä 
(http//www.mitocheck.org) ( Neumann ym. 2010). 
 
Tähän asti suurisisältöisillä analyysimenetelmillä on lähinnä kuvannettu solulinjoja, joita on 
helposti saatavilla ja helppo transfektoida. On kuitenkin havaittu, että solulinjat voivat erota 
toiminnaltaan primäärisoluista in vivo -kokeissa, joten niiden käyttö ei ole kokeesta riippuen 
välttämättä viisasta (Pan ym. 2009). Tulevaisuudessa tullaankin käyttämään enemmän 
primäärisoluja sekä tutkimusta varten erilaistettuja ES- ja iPS-kantasoluja (Embryonic stem 
cells, induced pluripotent stem cells). Kantasolujen etuna on relevantimpi malli in vivo-
toiminnoista, mutta niiden käyttömahdollisuudet ovat vielä rajoittuneita (Daub ym. 2009). 
 
 
3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tämän pro gradu-tutkimuksen tavoitteena oli optimoida käänteistransfektiomenetelmä rotan 
primäärisille hermosoluille. Käänteistransfektion optimoitavia osia olivat Polyetyleeni-imiini-
varaussuhde DNA:han, transfektoitavan DNA:n määrä sekä transfektioseoksen 
sokeripitoisuus. Sokerina optimoinneissa käytettiin sakkaroosia. Kaikki transfektioseoksen 
aineet vaikuttavat osaltaan sekä transfektiotehokkuuteen, mutta toisaalta myös kompleksin 
toksisuuteen transfektoitaville soluille. Transfektiotehokkuuden arvioinnissa käytettiin 
fluoresoivan proteiinin geenin sisältäviä reportteriplasmideja ja suurisisältöistä kuvantamista. 
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4. AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
 
4.1 PLASMIDI-DNA:N ERISTÄMINEN 
 
Transfektioita varten tarvittava plasmidi-DNA kasvatettiin kompetenteissa bakteereissa 
(DH5α). Solut transformoitiin plasmidi-DNA:lla seuraavasti: Solut otettiin syväjäästä 
(glyserolistokki) ja niitä siirrettiin 10 µl 15 ml putkeen, joka siirrettiin välittömästi jäille. 
Putkeen lisättiin sitten n. 10 ng plasmidi-DNA:ta, putkea näpäytettiin ja pidettiin jäissä 3 min 
ajan. Sitten soluille aiheutettiin lämpöshokki siirtämällä putki +42 °C veteen 30-45 s ajaksi, 
minkä jälkeen putki siirrettiin takaisin jäille 2 min ajaksi. Seuraavaksi putkeen lisättiin 190 µl 
+42 °C SOB+++-liuosta. Putki siirrettiin ravistelijaan ja soluja kasvatettiin 45 min ajan 
nopeudella 250 rpm, +37 °C. Kasvatuksen jälkeen solut levitettiin agar-maljoille 
(antibioottina kanamysiini, 50µg/ml) ja niitä kasvatettiin yön yli inkubaattorissa +37 °C, 5 % 
CO2. Seuraavana päivänä levyltä poimittiin kuusi eri pesäkettä, joiden varmistettiin sisältävän 
plasmidin PCR:llä. Samalla valituista kasvustoista tehtiin myös uudet agar-kasvatuslevyt, 
jolloin oikean kasvuston löytäminen oli PCR:n jälkeen helppoa.  
 
Bakteerikasvustosta otettiin pieni pala pipetinkärjellä ja se siirrettiin 50 ml putkeen, johon oli 
lisätty 5 ml LB-kasvatusliosta (Luria-Bertani, kanamysiini). Bakteereita kasvatettiin yön yli 
+37 °C, ravistellen 250 rpm. Plasmidi-DNA eristettiin bakteerisoluista käyttäen Quantum 
Prep Plasmid Miniprep-kittiä (BioRad). Eristys suoritettiin valmistajan ohjeen mukaisesti. 
 
 
4.2 PLASMIDIT 
 
Käytetyt plasmidit (Kuva 2) sisälsivät P[CAG]-promoottorin ja fluoresoivan leiman 
geenisekvenssin. Cherry-proteiinin sekvenssin kanssa plasmidissa oli myös Histoni H2B-
sekvenssi tumalokalisaation mahdollistamiseksi. Optimoinnin testeissä hermosolut 
transfektoitiin kahdella eri plasmidilla: keltaisen fluoresoivan leiman (YFP) sisältävällä sekä 
punaisen fluoresoivan leiman (Cherry) geenit sisältävällä plasmidilla. Soluissa ilmennyttyään 
keltainen leima hakeutui solulimaan ja punainen leima puolestaan hakeutui tumaan ja 
kiinnittyi histoneihin. Tämän järjestelyn avulla pystyttiin paikallistamaan transfektoitu solu. 
Yhdessä paikassa päällekkäin voitiin havaita eri suodattimilla kaksi eri leimaa. Lisäksi 
pystyttiin havaitsemaan solun kuolema. Solun kuollessa sen solukalvo hajosi ja keltainen 
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leima vuoti ulos solusta samalla häviten. Paikalla voitiin vielä kuitenkin havaita punainen 
leima, joka oli kiinnittynyt kasvualustalle tuman mukana. 
 
  
Kuva 2. Transfektioissa käytettyjen plasmidien kaavakuvat. Vasemmalla YFP-sekvenssin 
(yellow fluorescent protein) sisältävä plasmidi ja oikealla Cherry-sekvenssin sisältävä 
plasmidi. P[CAG]: Promoottori, H2B: Histonin H2B sekvenssi, mi-RNA: paikka siRNA 
insertille, jota ei optiminneissa käytetty, mutta tulee olemaan mukana myöhemmissä 
tutkimuksissa. 
 
 
4.3 TRANSFEKTIOLEVYJEN VALMISTUS 
 
Käänteistransfektiolevyinä käytettiin kirkkaita 96-kuoppalevyjä (Greiner CellStar). Aluksi 
valmistettiin käänteistransfektiokompleksit omiin polystyreeniputkiinsa, joiden pintaan 
varautuneet kompleksit eivät sitoudu. Putkina käytettiin Sarstedt:n 5 ml:n (REF 55.475.001) 
tai 13 ml:n (REF 55.468.001) sen mukaan kuinka suuri tilavuus kompleksia piti valmistaa. 
Yksinkertainen kompleksi sisälsi 0,5-1,0 μg DNA:ta 12,5 μl:ssa vettä, 12,5 μl oikeaan 
pitoisuuteen laimennettua PEI25-liuosta sekä 25 μl sokeriliuosta. Yksinkertaisen kompleksin 
kokonaistilavuus oli siis 50 μl. Haarautuneesta polyetyleeni-imiinistä (PEI25, Sigma-Aldrich, 
molekyylipaino 25000, kataloginumero 40872-7) oli käytössä 0,9 mg/ml veteen tehty 
stokkiliuos, ja lineaarisesta (LPEI25, Polysciences, inc., molekyylipaino 25000, 
kataloginumero 23966-2) 1,0 mg/ml stokkiliuos. Näistä tehtiin ensin varaussuhteen +7 liuos. 
Tästä liuoksesta valmistettiin laimentamalla loput liuokset (tarpeen mukaan +6 - +2). PEI:n 
määrä liuoksessa riippui DNA:n määrästä ja PEI:tä lisättiin tietyn varaussuhteen 
saavuttamiseksi DNA:n ja PEI:n välillä. Esimerkiksi jos yksinkertaisessa kompleksissa oli 1 
μg DNA:ta, niin haarautuneella PEI:llä liuos koostui 2,2 μl:sta PEI25-stokkiliuosta ja 10,3 
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μl:sta vettä jolloin kokonaistilavuus oli 12,5 μl (varaussuhde +7). Jos kompleksissa oli 
vastaavasti 0,5 μg DNA:ta oli PEI25:n määrä 1,1 μl ja veden määrä 11,4 μl.  
 
Polystyreeniputkiin pipetoitiin ensin PEI-liuos, minkä jälkeen putkea sekoitettiin ja samalla 
lisättiin DNA-liuos pisara kerrallaan, jotta aineet sekoittuivat hyvin. Tämän jälkeen 
kompleksien annettiin muodostua pitämällä putkia 20 min ajan huoneenlämmössä. 
Inkuboinnin jälkeen putkia sekoitettiin lyhyesti, ja niihin lisättiin sokeriliuos ja sekoitettiin 
uudestaan. Sokerina käytettiin sakkaroosia, ja sen lopullinen pitoisuus oli kokeesta riippuen 0 
% - 1 %. Sokeriliuoksen tilavuus oli puolet koko kompleksiliuoksen tilavuudesta, joten 
käytettyjen stokkien pitoisuudet olivat 0 % - 2 %. Lopuksi 96-kuoppalevylle pipetoitiin tehtyä 
liuosta 50 μl yhteen kuoppaan. Valmiit levyt siirrettiin välittömästi kuivajäiden joukkoon ja 
odotettiin että neste oli täysin jäätynyt. Levyjen jäädytyksen jälkeen ne siirrettiin 
kylmäkuivaimeen. Levyjä kuivattiin aina n. 24 h ajan. Kuivauksen jälkeen levyt käärittiin 
folioon ja siirrettiin säilytykseen + 4 °C eksikaattorissa. Levyjen varastointiaika ennen niiden 
käyttämistä oli yhdestä päivästä yhteen viikkoon. 
 
 
4.4 HERMOSOLUJEN ERISTYS JA SOLUVILJELY 
 
Transfektioissa käytetyt hermosolut eristettiin seitsemän päivän ikäisistä rotista. Solujen 
valmistelussa transfektiota varten ja kasvatuksessa käytettiin seuraavia liuoksia: Liuos 1 
(kudoksen pilkkominen): 100 ml 1 x PBS, 250 mg glukoosi, 300 mg BSA:ta sekä 1 ml 3.82 % 
MgSO4·7 H2O. Liuos 2 (hermosolujen erottaminen muusta kudoksesta): 20 ml liuos 1, 500 µl 
1 % trypsiini. Tämä liuos lämmitettiin +37 °C vesihauteella. Liuos 3 (hermosolujen 
erottaminen toisistaan): 10 ml liuos 1, 100 µl MgSO4·7 H2O ja 100 µl DNaasiliuosta (500 U 
DNaasi, 0,5 mg SBTI). Liuos 4 (eroteltujen solujen resuspensointi): 8 ml liuos 1, 64 µl 
MgSO4·7 H2O ja 8 µl 100mM CaCl2. Kasvatusmedium (100 ml): 80 ml MEM (Invitrogen, 
Gibco, kataloginumero A12613-01, ei sisältänyt HEPES), 10 ml FBS, 500 µl penisilliini-
streptomysiini-liuosta (10000 U/ml penisilliini, 10000 µg/ml streptomysiini, konsentraatio 
mediumissa siis penisilliini: 50 U/ml ja streptomysiini: 50 µg/ml), 10 ml 330 mM glukoosia, 
1 ml 100 x 150mg glutamiinia ja 20 mM KCl (käytettiin 3 M stokkiliuosta). Lisäksi 
mediumiin lisättiin sen vaihtamisen yhteydessä päivä solujen istuttamisen jälkeen AraC:ta 
(Arabinofuranosyl cytidine), niin että sen konsentraatioksi tuli 10 µM. 
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Ensimmäiseksi pikkuaivot siirrettiin liuos 1:een. Niistä poistettiin tämän jälkeen kalvot ja 
verisuonet. Ylimääräisten osien poiston jälkeen pikkuaivot siirrettiin pois liuos 1:stä ja 
paloiteltiin. Paloitellut pikkuaivot siirrettiin tämän jälkeen 50 ml putkeen 15 ml:aan liuos 1:tä 
ja sentrifugoitiin 800 rpm huoneenlämmössä 1 minuutin ajan. Supernatantti poistettiin ja 
solupelletti resuspensoitiin 15 ml:aan liuos 2:ta pipetoimalla varovasti edestakaisin 5 ml:n 
pipetillä. Seuraavaksi soluja inkuboitiin +37 °C 15 minuutin ajan, minkä aikana putkea 
käänneltiin muutaman kerran viiden minuutin välein, jotta trypsiini pääsi vaikuttamaan 
kaikkeen kudokseen. Inkuboinnin jälkeen lisättiin putkeen 3,2 ml liuos 3:a ja sekoitettiin taas 
pipetoimalla varovasti edestakaisin 5 ml:n pipetillä, minkä jälkeen putkea vielä käänneltiin 
ympäri rauhallisesti. Putkea sentrifugoitiin 800 rpm yhden minuutin ajan huoneenlämmössä, 
minkä jälkeen supernatantti poistettiin. Solujen sekaan lisättiin nyt 2-3 ml liuos 3:a (mikäli 
rottia oli kolme tai alle, lisättiin 2 ml), ja pipetoitiin varovasti edestakaisin.  Tämän jälkeen 
suurempien partikkeleiden annettiin vajota putken pohjalle ja liuokseen suspensoituneet solut 
kerättiin talteen uuteen 50 ml putkeen. Tämä vaihe toistettiin useamman kerran, kunnes suurin 
osa soluista oli suspensoitunut ja saatu kerättyä talteen. Eroteltujen solujen sekaan lisättiin sen 
jälkeen 8 ml liuos 4:ää, ja putkea käänneltiin varovaisesti ympäri, kunnes liuokset olivat 
sekoittuneet. Putkea sentrifugoitiin seuraavaksi 800 rpm viiden minuutin ajan 
huoneenlämmössä. Supernatantti poistettiin ja solut resuspensoitiin lopuksi 
kasvatusmediumiin (tässä vaiheessa ei AraC:tä lisättynä) 800 µl yksiä pikkuaivoja kohden 
(yksistä pikkuaivoista saadaan 12 – 14 miljoonaa solua). Käänteistransfektiolevyille solut 
istutettiin 96-kuoppalevylle tiheyteen 150 000 kpl/kuoppa 200 µl:ssa kasvatusmediumia. 
Soluja pidettiin inkubaattorissa + 37 °C, 5 % CO2. Kasvatusmedium MEM vaihdettiin 24 h 
päästä solujen istuttamisesta. Tässä vaiheessa mediumiin lisättiin AraC, loppupitoisuus 10 
µM. Mediumin määrä yhdessä kuopassa oli taas 200 µl. 
 
 
4.5 SOLUJEN KUVANTAMINEN 
 
Solut kuvannettiin BD Pathway High-Content Bioimager-konfokaalimikroskooppilla 
(AttoVision), johon oli kytketty lisäksi automaattinen inkubaattori (Thermo Scientific). 
Automaattisessa inkubaattorissa oli sisällä irrotettava torni, johon 96-kuoppalevyt saatiin 
laitettua omiin paikkoihinsa. Kuvantaessa pystyttiin ohjelmallisesti valitsemaan tornista 
haluttu levy, jonka inkubaattorin automatiikka nouti tornista ja toimitti edelleen ulos 
inkubaattorista sen takana sijaitsevalle liukuhihnalle. Automaattisen inkubaattorin ja 
mikroskooppilaitteiston välillä toimi Twister II Microplate Handler-laitteisto (Caliper Life 
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Sciences). Sen robottikäsivarsi otti kuvattavan 96-kuoppalevyn automaatti-inkubaattorilta, 
poisti levyn kannen ja nosti sen mikroskooppilaitteiston sisälle. Vastaavasti kuvantamisen 
päätyttyä se nosti levyn ulos mikroskoopista, palautti kannen paikalleen ja siirsi levyn takaisin 
inkubaattoriin, jossa inkubaattorin oma laitteisto palautti sen takaisin omalle paikalleen 
tornissa. Kaikkien kolmen laitteiston yhteistyötä kontrolloitiin erilliselle tietokoneelle 
asennetulla iLinkPro-ohjelmistolla (Caliper Life Sciences). Tämän ohjelmiston kautta 
pystyttiin käynnistämään levyjen automaattinen kuvausprosessi.  
 
BD Pathway laitteisto koostui konfokaalimikroskoopista, jolla pystyttiin erottelemaan 
yksittäiset solut ja eri leimat käyttämällä erilaisia suodattimia, säädettävästä valolähteestä, 
kuvauskammiosta, jonka sisäilman lämpötilaa ja CO2-pitoisuutta pystyttiin säätämään 
samoihin arvoihin kuin inkubaattorissa (+37 °C, 5 % CO2) sekä laitteistoon kytkettyyn 
tietokoneeseen asennetusta ohjelmistosta, jolla säädettiin kuvantamisessa käytetyt asetukset. 
Mikroskooppia ohjaavan AttoVision-ohjelmiston avulla voitiin säätää valolle käytettävää 
suodatinta kuvattavan leiman mukaan, valita levyltä kuvattavat kuopat ja montako kuvaa 
yhdestä kuopasta otettiin sekä niiden kohdat kuopassa. Lisäksi mikroskooppissa oli ”laser 
autofocus”-toiminto, joka sääti kuvan kohdentamisen automaattisesti. Kaikki nämä parametrit 
voitiin kerätä yhteen makroon, joka toteutti komennot säädetyssä järjestyksessä 
automaattisesti jokaiselle valitulle kuopalle. Kuvantamisessa käytettiin 10X objektiivia. Tässä 
kokeessa soluista otettiin kuvat laitteiston suodattimilla YFP (Yellow Fluorescent Protein), PI 
(Propidium Iodide, Cherry-leimalle käytetty suodatin) ja Transmitted (näkyvä valo). 
Jokaisesta kuopasta otettiin kullakin suodattimella neljä kuvaa eri kohdista kuopan keskeltä 
katsottuna aina samasta paikasta. Levyjä kuvattiin solujen in vitro-päivinä 1-8.  
 
 
4.6 KUVIEN ANALYSOINTI 
 
BD Pathway-laitteistolla saatu raakadata käsiteltiin BD AttoVision-ohjelmistolla. Kuvien 
analysointi perustui niiden segmentaatioon. Ohjelmistossa valittiin kuopat, joista kuvat oli 
otettu, ja säädettiin kuvien asetuksia, kunnes halutut kohteet eli yksittäiset solut olivat 
selkeästi eroteltavissa. Kuvassa kiinnostuksen kohde oli siis jokainen ROI (region of interest), 
joka oli yksi solu.  
 
Ohjelmallisesti säädettiin kohteen kokoa pikseleinä, muotoa sekä sen kirkkauseroa verrattuna 
taustaan. Nämä asetukset mahdollistivat solujen erottelun kirkkaista kohteista, jotka eivät 
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kuitenkaan olleet soluja. Asetuksilla voitiin siis jättää pois soluiksi liian suuret tai liian pienet 
kohteet sekä liian himmeät tai liian kirkkaat kohteet. Ennen analyysiä kuva voitiin esikäsitellä 
selkeämmäksi, johon käytettiin ohjelmiston asetusta RB 5x5 (rolling ball), joka selvensi 
taustan ja kohteiden intensiteettieroa. Toinen käytetty esiasetus oli myös kohteen 
tunnistusasetus Polygon, joka rajasi kohteen muodon elliptiseksi. Sen jälkeen voitiin käyttää 
solujen havaitsemiseen tiettyjä asetuksia jokaisessa kokeessa, mikä yhtenäisti tuloksia. 
Käytettyjä säätöjä olivat: treshold 10 (kohteen intensiteetin rajaus tietylle alueelle intensiteetin 
vähenemisen perusteella), pixels 5-150 (kohteen rajattu koko pikseleinä), dilation width 0 
(kohteen laajennus). Jokaisessa kokeen vaiheessa käytettiin samoja asetuksia kohteiden 
rajaamiseksi. Kun segmentaatio oli valmis, ohjelma antoi tulokseksi tiedoston, joka voitiin 
avata Microsoft Excel-ohjelmistolle tehdyllä analyysityökalulla. Sen avulla voitiin piirtää 
kuvaajia, ja toisaalta sen kautta saatiin kaikki tulokset numeroarvoina. Tässä vaiheessa elävät 
solut voitiin myös erottaa kuolleista YFP/Cherry-intensiteetin suhteen perusteella. Alhainen 
suhde kertoi YFP:n poistuneen solusta solukalvon hajotessa.  
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5. TULOKSET 
 
Optimoinneissa testattiin transfektiokompleksin DNA:n määrää, PEI:n varaussuhdetta 
DNA:han sekä sokerin pitoisuutta. Ensimmäisessä optimoinnissa tutkittiin sakkaroosin 
pitoisuuden sekä DNA:n määrän vaikutusta transfektiotehokkuuteen, siirtogeenin 
ilmentymistasoon ja solujen elävyyteen. Kaikkien näiden kolmen kohteen mittaamiseen 
käytettiin tumaan lokalisoituvaa Cherry-leimaa ja solulimaan lokalisoituvaa YFP-leimaa 
(yellow fluorescent protein). Cherry-leiman avulla tunnistettiin transfektoituneet solut ja YFP-
leiman avulla arvioitiin siirtogeenin ilmentymistehokkuutta. Lisäksi näiden kahden leiman 
välisillä suhteilla pystyttiin arvioimaan solujen elinvoimaa. Kuvassa 3 ja 4 on esitetty 
esimerkkejä soluista saaduista kuvista ja niiden segmentaatiosta. 
 
Kokeissa testattiin sokerin (sakkaroosi) pitoisuuksia 0,1 %, 0,25 %, 0,5 % ja 1,0 % sekä 
DNA:n määrää 0,5 µg ja 0,7 µg. PEI:n varaussuhteena käytettiin ensimmäisissä 
optimoinneissa +5:ttä. Se on käytännöllisten varaussuhteiden keskivaiheilla ja on myös 
solulinjoilla osoittautunut käyttökelpoiseksi. Transfektiolevyjä valmistettiin ensimmäisessä 
vaiheessa kolme kappaletta.  Yhdellä levyllä oli jokaisesta olosuhteesta kaksi rinnakkaista 
kuoppaa, joten rinnakkaisten näytteiden kokonaislukumäärä oli 6.  
 
     
Kuva 3. Esimerkkejä käytetyistä leimoista ja segmentaatiosta. Olosuhteina DNA 0,5 µg, PEI 
+5 ja sakkaroosi 1,0 %. A. Transfektoituneita soluja PI-suodattimella kuvattuna (Cherry-
leima). B. Esimerkki segmentaatiosta kuvan A perusteella. Ohjelma on tunnistanut, rajannut ja 
numeroinut kohteet.  
 
A B 
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Kuva 4. Fluoresenssileimojen toiminta soluissa. Vasemmalla Cherry-leima (punainen) ja 
oikealla YFP-leima (keltainen). Solun kuollessa PI-leima pysyy samassa paikassa, mutta 
oikealla oleva YFP-leima vuotaa ulos solun sisältä ja häviää.  
  
 
Kuvassa 5 on esitetty transfektoituneiden solujen keskimääräinen lukumäärä seitsemän päivän 
mittausjaksolta päivinä 2, 4 ja 6 (solujen levyille siirtämisestä mitattuna) jokaista olosuhdetta 
kohden. Transfekoituneiden solujen lukumäärään laskettiin Cherry- ja YFP-leiman sisältävät 
solut. Se ei siis ole transfektoituneiden solujen osuus koko solupopulaatiosta, sillä 
kokonaissolumäärän laskeminen oli ohjelmallisesti mahdotonta. Tulosten perusteella parhaan 
transfektiotehokkuuden antoivat siis olosuhteet sakkaroosi 1,0 % ja DNA:n määrä 0,5 µg sekä 
0,7 µg molemmat. YFP-leiman vuotaessa ulos solujen lukumäärä laski ajan kuluessa niiden 
kuollessa. 
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Kuva 5. Transfektoituneiden solujen keskimääräinen lukumäärä. Arvot kuvatulla alueella 
seitsemän päivän mittausjaksolla päivinä 2, 4 ja 6. Olosuhteina sakkaroosi 0,1 %, 0,25 %, 0,5 
% ja 1,0 %, PEI +5 ja DNA:n määrä 0,5 µg ja 0,7 µg. Transfektoituneet solut tunnistettiin 
Cherry-leiman perusteella. KA±SD, n=6. 
 
 
Kuvassa 6 on esitetty keskimääräiset Cherry-intensiteetit (tumaan lokalisoituva leima) 
seitsemän päivän mittausjaksolta päiviltä 2, 4 ja 6. Cherry-reportterin sisältävä, histoneihin 
sitoutunut reportteriproteiini jäi kasvualustalle solujen kuoltuakin joten tasaiset Cherryn 
intensiteettiarvot eri olosuhteissa ja eri aikapisteissä ovat normaalit.  
 
 
Kuva 6. Keskimääräinen Cherry-intensiteetti (tumaan lokalisoituva leima) seitsemän päivän 
mittausjaksolta päivinä 2, 4 ja 6. Olosuhteina sakkaroosi 0,1 %, 0,25 %, 0,5 % ja 1,0 %, PEI 
+5 ja DNA:n määrä 0,5 µg ja 0,7 µg. KA±SD, n=6. 
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Kuvassa 7 on esitetty YFP:n (yellow fluorescent protein, solulimaan lokalisoituva leima) 
intensiteetit seitsemän päivän mittausjaksolta päivinä 2, 4 ja 6. YFP-reportteria käytettiin 
siirtogeenin ilmentymistason arvioinnissa. Arvot ovat keskimääräiset yhtä olosuhdetta 
kohden. Suurimmat YFP-intensiteetit eli paras siirtogeenin ilmentymistaso saavutettiin siis 
tulosten perusteella olosuhteissa DNA 0,5 µg ja sakkaroosi 0,5 ja 1,0 % sekä DNA 0,7 µg ja 
sakkaroosi 0,25 %. Eri aikapisteiden välillä intensiteetit vaihtelivat olosuhteiden mukaan, 
mutta parhaissa olosuhteissa paras ilmentymistaso saavutettiin neljännen päivän aikana. 
 
 
Kuva 7. Keskimääräinen YFP-intensiteetti (yellow fluorescent protein, solulimaan 
lokalisoituva leima) seitsemän päivän mittausjaksolta päivinä 2, 4 ja 6. Olosuhteina 
sakkaroosi 0,1 %, 0,25 %, 0,5 % ja 1,0 %, PEI +5 ja DNA:n määrä 0,5 µg ja 0,7 µg. KA±SD, 
n=6. 
 
 
Kuvassa 8 on esitetty YFP:n ja Cherryn välinen kuvan 4 ja 5 arvojen perusteella laskettu 
keskimääräinen suhde. Tätä suhdetta käytettiin ensimmäisessä optimoinnissa solujen 
elävyyden arvioimiseen. Korkea suhde osoitti siirtogeenin ilmentyvän hyvin ja solun olevan 
elossa. Matala suhde kertoi, että vaikka solut olivat transfektoituneet, siirtogeenin 
ilmentymistaso ei ollut hyvä tai leima vuosi ulos solusta solujen kuollessa. Olosuhteissa 
sakkaroosi 1,0 % ja DNA 0,5 µg tämä suhdeluku oli näiden tulosten perusteella paras. 
Keskimäärin elävien solujen määrä oli paras neljäntenä päivänä. 
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Kuva 8. YFP/Cherry-suhde seitsemän päivän mittausjaksolta. Suhdelukua käytettiin solujen 
elossa säilymisen arviointiin. Olosuhteina sakkaroosi 0,1 %, 0,25 %, 0,5 % ja 1,0 %, PEI +5 
ja DNA:n määrä 0,5 µg ja 0,7 µg. KA±SD, n=6. 
 
 
Kaikkien edellä esitettyjen tulosten perusteella pääteltiin, että ensimmäisessä optimoinnin 
vaiheessa paras transfektiotehokkuus ja siirtogeenin ilmentymistaso sekä solujen hyvä 
elinvoima saavutettiin olosuhteissa: DNA 0,5 µg, PEI +5 sekä sakkaroosi 1,0 %.  
 
Kun sokerin ja DNA:n optimaalinen määrä oli saatu selville, ryhdyttiin etsimään parasta PEI-
varaussuhdetta. Toisessa optimointivaiheessa testattuja PEI-varaussuhteita olivat +3, +4, +5 ja 
+7 (kuva 9). Samalla testattiin myös pienempää DNA:n määrää 0,25 µg. Ensimmäisen 
optimoinnin tulosten perusteella kokeissa käytettiin transfektiokompleksin 1 % 
sakkaroospitoisuutta. Toisessa vaiheessa mitattiin kaksi rinnakkaista transfektiolevyä, jotka 
valmistettiin samaan aikaan. Kullakin levyllä oli neljä rinnakkaista kuoppaa yhtä olosuhdetta 
kohden, joten rinnakkaisten näytteiden määrä oli tässä vaiheessa kahdeksan. 
 
Kuvassa 9 on esitetty transfektiotehokkuus toisen optimointivaiheen päiviltä 2, 4 ja 6 (solujen 
levyille siirtämisestä mitattuna). Arvoista on selkeästi havaittavissa, että PEI +5-varaussuhde 
yhdistettynä DNA:n määrään 0,5 µg antaa parhaan transfektiotehokkuuden. Eri aikapisteissä 
eroja esiintyi vain pienemmillä PEI-varaussuhteilla. Varaussuhteilla +5 ja +7 elävien solujen 
lukumäärä pysyi tasaisena 
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Kuva 9. Transfektoituneiden solujen keskimääräinen lukumäärä. Arvot kuvatulla alueella 
seitsemän päivän mittausjaksolta päivinä 2, 4 ja 6. Olosuhteina sakkaroosi 1,0 %, PEI +3 - +7 
ja DNA:n määrä 0,25 µg – 0,5 µg. Transfektoituneet solut tunnistettiin Cherry-leiman 
perusteella. KA±SD, n=8. 
 
 
Kuvassa 10 on vastaavasti esitetty keskimääräiset Cherry-intensiteetit päiviltä 2, 4 ja 6. 
Cherry-tasot olivat kaikissa olosuhteissa tasaiset, kuten ensimmäisessä optimoinnissa. 
 
 
Kuva 10. Cherry-intensiteetti seitsemän päivän mittausjaksolta päivinä 2, 4 ja 6. Olosuhteina 
sakkaroosi 1,0 %, PEI +3 - +7 ja DNA:n määrä 0,25 µg ja 0,5 µg. KA±SD, n=8. 
 
 
Kuvassa 11 on esitetty toisen optimointivaiheen keskimääräiset YFP-intensiteetit seitsemän 
päivän mittausjaksolta päivinä 2, 4 ja 6. Olosuhteina sakkaroosi 1,0 %, PEI +3 - +7 ja DNA:n 
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määrä 0,25 µg ja 0,5 µg. Parhaan ilmentymisen antoi niukasti PEI-varaussuhde +5, mutta 
DNA:n määrällä ei ollut geenin ilmentymisen kannalta suurta vaikutusta. Vaikka geenien 
ilmentymistaso oli suunnilleen sama melkein kaikilla PEI-varaussuhteilla, oli 
transfektiotehokkuus siis huomattavasti alhaisempi muilla varaussuhteella kuin +5. 
 
 
Kuva 11. Keskimääräinen YFP-intensiteetti seitsemän päivän mittausjaksolta päivinä 2, 4 ja 6. 
Olosuhteina sakkaroosi 1,0 %, PEI +3 - +7 ja DNA:n määrä 0,25 µg ja 0,5 µg. KA±SD, n=8. 
 
 
Toisessa optimointivaiheessa käytettiin toisenlaista tapaa arvioida elävien solujen osuutta 
transfektoituneista soluista kuin pelkkää YFP/Cherry -intensiteettien suhdetta. Solut jaettiin 
kahteen populaatioon YFP- ja Cherry-intensiteettien perusteella piirretyssä kaaviossa (kuva 
12). Kaaviossa (x- ja y-akselit luonnollisen logaritmin mukaan) voidaan erottaa YFP-
intensiteetin perusteella kaksi solupopulaatiota, jossa alemman YFP-intensiteetin omaava 
populaatio voidaan olettaa kuolleiksi soluiksi. Korkeamman YFP-intensiteetin omaavat solut 
ovat taas eläviä. Populaatiot voidaan erottaa logaritmisella suoralla [y=e(mlnx+b)], jossa y = PI-
intensiteetti ja x = YFP-intensiteetti. m- ja b-arvot voidaan etsiä kuvasta silmämääräisesti niin, 
että suora asettuu kahden solupopulaation väliin. Tämän suoran määrittämää raja-arvoa 
käytettiin erottamaan elävät solut kuolleista. 
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Kuva 12. Esimerkki koko solupopulaation YFP/Cherry -välisestä suhteesta seitsemän päivän 
mittausjaksolta päivänä 2. Olosuhteina sakkaroosi 1,0 %, PEI +3 - +7 ja DNA:n määrä 0,25 
µg – 0,5 µg. YFP/Cherry-suhteen perusteella voidaan erottaa kaksi solupopulaatiota, joista 
alempi on kuolleita soluja, ja ylempi eläviä. Populaatiot erottava suora on log-suora 
[y=e(mlnx+b)]. 
 
Kuvassa 13 on esitetty elävien solujen osuus transfektoituneista soluista eri olosuhteissa 
päivinä 2, 4 ja 6 seitsemän päivän mittausjaksolta. Osuus perustuu kuvassa 12 esitettyyn 
logaritmiseen suoraan, josta saatiin raja-arvot elävien ja kuolleiden solujen välille. 
Pienemmillä PEI-varaussuhteilla elävien solujen osuus on pienempi. +5- ja +7-varaussuhteilla 
elävien solujen määrä on suhteellisen tasainen. 
 
 
Kuva 13. Elävien solujen osuus transfektoituneista soluista eri olosuhteissa päivinä 2, 4 ja 6 
seitsemän päivän mittausjaksolla. Olosuhteina sakkaroosi 1,0 %, PEI +3 - +7 ja DNA:n määrä 
0,25 µg ja 0,5 µg. Y-akselilla arvo 1 on 100 % transfektoituneista soluista. KA±SD, n=8. 
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Kaikkien edellä esitettyjen tulosten perusteella päädyttiin siis johtopäätökseen, että parhaat 
olosuhteet käänteistransfektiolle rotan primäärisissä hermosoluissa transfektiotehokkuuden, 
siirtogeenin ilmentymistason ja solujen elinvoiman kannalta olivat: DNA:n määrä 0,5 µg, 
PEI-varaussuhde +5 sekä sakkaroosin määrä 1 %.  
 
Viimeisessä kokeessa vertailtiin vielä lineaarisen ja haaroittuneen PEI:n eroa 
transfektiotehokkuuden ja solujen elinvoimaisuuden suhteen. Kokeessa valmistettiin kaksi 
rinnakkaista transfektiolevyä, joissa molemmissa oli neljä rinnakkaista kuoppaa yhtä 
olosuhdetta kohden. Rinnakkaisten näytteiden kokonaismäärä oli siis kahdeksan.  
 
Kuvassa 14 on esitetty transfektiotehokkuus eri PEI:tä käytettäessä päivinä 2, 5 ja 7 
(seitsemän päivän mittausjaksolta). Tulosten perusteella transfektiotehokkuus oli melko 
tasainen lineaarisen PEI +7:n ja haarautuneen PEI +5:n välillä. Lineaarinen PEI 
varaussuhteella +4 oli selvästi paljon heikompi transfektoimaan soluja, kuten haarautunutkin 
PEI samalla varaussuhteella. 
 
 
Kuva 14. Transfektoituneiden solujen keskimääräinen lukumäärä. Arvot kuvatulla alueella eri 
PEI:tä käytettäessä päivinä 2, 5 ja 7 (seitsemän päivän mittausjaksolta). Olosuhteina 
sakkaroosi 1,0 %, lineaarinen PEI +4, +5 sekä +7, haaroittunut PEI +5 ja DNA:n määrä 0,5 
µg. KA±SD, n=8. 
 
 
Kuvassa 15 on esitetty YFP-intensiteetit seitsemän päivän mittausjaksolta päivinä 2, 5 ja 7. 
Olosuhteina sakkaroosi 1,0 %, lineaarinen PEI +4 - +7, haaroittunut PEI +5 ja DNA:n määrä 
0,5 µg. Tuloksista voidaan huomata, että siirtogeenin ilmentyminen oli paremmalla tasolla 
haarautunutta PEI:tä käytettäessä. 
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Kuva 15. YFP-intensiteetti eri PEI:tä käytettäessä päivinä 2, 5 ja 7 seitsemän päivän 
mittausjaksolta. Olosuhteina sakkaroosi 1,0 %, lineaarinen PEI +4, +5 sekä +7, haaroittunut 
PEI +5 ja DNA:n määrä 0,5 µg. KA±SD, n=8. 
 
Kuvassa 16 on esitetty elävien solujen osuus seitsemän päivän mittausjaksolta päivinä 2, 5 ja 
7. Osuus on laskettu logaritmisen suoran avulla samalla periaatteella kuin toisessa 
optimointivaiheessa (kuva 13). Elävien solujen määrä on tulosten perusteella melko tasainen 
eri PEI-vaihtoehtojen välillä. 
 
 
 
Kuva 16. Elävien solujen osuus solumäärästä eri PEI:tä käytettäessä päivinä 2, 5 ja 7 
seitsemän päivän mittausjaksolta. Olosuhteina sakkaroosi 1,0 %, lineaarinen PEI +4, +5 sekä 
+7, haaroittunut PEI +5 ja DNA:n määrä 0,5 µg. KA±SD, n=8. 
 
 
Lineaarisen ja haarautuneen PEI:n välillä ei siis näiden alustavien tutkimusten perusteella 
ollut juuri muita eroja kuin se, että haarautunut PEI näyttäisi antavan hieman paremman 
siirtogeenin ilmentymistason. 
 
0
10
20
30
40
50
60
70
LPEI +4 LPEI +5 LPEI +7 PEI +5
In
te
n
si
te
e
tt
i 
Päivä 2
Päivä 5
Päivä 7
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1
LPEI +4 LPEI +5 LPEI +7 PEI +5
El
äv
ie
n
 s
o
lu
je
n
 o
su
u
s 
Päivä 2
Päivä 5
Päivä 7
38 
 
6. POHDINTA 
 
Tämän pro gradu-tutkielman tavoitteena oli optimoida käänteistransfektiomenetelmä rotan 
primäärisille hermosoluille, joille tätä menetelmää ei ole ennen testattu. Optimointi oli 
tarpeellista, koska kääntestransfektiomenetelmää käytetään jatkossa Map-kinaasireitin eri 
osien suhteen apoptoosiin tutkimiseen miRNA-molekyylien avulla. Optimoinnin apuna 
käytettiin suurisisältöista kuvantamista. Käytössä olleella laitteistolla pystyttiin kuvaamaan 
useita transfektiolevyjä automaattisesti. Kuvien analysointiin käytettiin tarkoitukseen 
suunniteltua ohjelmistoa, jolla kuvista poimittiin ja eroteltiin transfektoituneet solut.  
 
Optimointi onnistui, ja menetelmä saatiin toimimaan sekä transfektiotehokkuuden että 
siirtogeenin ilmentymisen osalta hyvin. Optimaalisiksi olosuhteiksi osoittautuivat DNA:n 
määrä 0,5 µg, haaroittunut PEI varaussuhteessa +5 sekä 1 % sakkaroosi. Pohdittaessa parhaita 
olosuhteita, huomioon otettiin erityisesti sekä transfektiotehokkuus, että vaikutus solujen 
elävyyteen. Elävien solujen osuuden koko solupopulaatiosta indikaattorina käytettiin 
solulimassa ilmentyvän YFP-leiman sekä tumaan lokalisoituvan Cherry-leiman välistä 
suhdetta. Transfektoitunut solu saattoi olla kuollut tai kuolemassa, ja silti kuvia analysoitaessa 
käytetty ohjelmisto laski sen mukaan tuloksiin. Tumaan hakeutunut leima, jolla kohteet 
tunnistettiin, oli konsentroitunut pienelle alueelle ja pysyi kasvualustalla vielä solun kuoleman 
jälkeenkin. Solulimaan lokalisoitunut leima sen sijaan vuosi solukalvon hajotessa ulos solusta 
ja hävisi. Tämän leiman intensiteetin laskiessa solun voitiin siis päätellä kuolleen. 
 
Primääristen hermosolujen käsittely oli haastavaa, sillä ne olivat herkkiä kaikenlaiselle 
käsittelylle irroten kasvualustaltaan helposti. Lisäksi ne täytyi eristää jokaista koetta varten 
suoraan rotanpoikasista riittävän nopeasti, jotteivät ne kuolleet ennen istuttamista levyille. 
Niiden käyttö on kuitenkin välttämätöntä käytännön tutkimuksessa, jos halutaan luotettavia 
tuloksia (Daub ym. 2009, Ray ym. 2009). Pysyvät solulinjat eivät ole yhtä hyvä malli, kun 
halutaan tutkia erilaistuneen solun normaaliin toimintaan liittyviä prosesseja. Erityisesti 
hermosolujen tapauksessa pysyvät solulinjat eivät muodosta hermosoluille tyypillisiä 
yhteyksiä eli aksoneita ja synapseja (Ray ym. 2009).  
 
Primääristen hermosolujen transfektointi on myös vaikeaa. Perinteisillä menetelmillä päästään 
noin 0,5 – 20 % transfektiotehokkuuksiin (Dib-Hajj ym. 2009) ja myös käänteistransfektiossa 
transfektiokompleksin aineiden oikea määrä oli erittäin kriittinen onnistumisen kannalta. 
Transfektiotehokkuuden osalta tässä tutkimuksessa päästiin riittäviin lukemiin 
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transfektioituneita soluja (yli 200, 10X suurennoksella), jotta käytännön kokeet olisivat olleet 
mahdollisia. Oikeat olosuhteet olivat kuitenkin erittäin kriittiset transfektoituneiden solujen 
lukumäärän kannalta. Jos transfektoituneita soluja olisi vain muutama, olisi yksittäisten 
solujen seuraaminen mahdollista. Tämä saattaisi sopia jollekin kokeelle, mutta yleensä 
tarvitaan kuitenkin paljon enemmän dataa tulosten luotettavuuden parantamiseksi.  
 
PEI:hin liittyvä toksisuus (Lv ym. 2006) kävi selvästi ilmi käytettäessä korkeampia 
varaussuhteita kuin +5. Solujen ulkomuoto oli selkeästi erilainen kuin alhaisemmilla 
varaussuhteilla, jossa hermosolut näyttivät elinvoimaisilta. Ne kerääntyivät kasoihin ja suuri 
osa niistä kuoli. Tämä haittasi automaattista kuvantamista, sillä transfektoituneita 
solukasaumia ei välttämättä sattunut tarpeeksi paljon kuvan alueelle. PEI:n lisäksi myös suuri 
DNA:n määrä ja sokerin korkea pitoisuus lisäsivät toksisuutta. Sokeri oli kuitenkin 
välttämätön transfektion onnistumiselle. Ilman sitä solut eivät transfektoituneet ollenkaan, 
joten DNA/PEI-transfektiokompleksien voidaan olettaa aggregoituneen tai hajonneen 
kylmäkuivauksen aikana. Kuten kirjallisuudesta käy ilmi (esimerkiksi Allison ja Anchordoquy 
2000), sokeri suojasi ilmeisen selvästi transfektiokomplekseja hajoamiselta. 
 
Haaroittuneen ja lineaarisen PEI:n erot olivat tämän tutkimuksen perusteella melko pienet. 
Lineaarisella PEI:llä saavutettiin suurempi transfektoituneiden solujen lukumäärä, mutta 
siirtogeenin ilmentymistaso oli sitä käytettäessä heikompi. Myös muissa tutkimuksissa (Dai 
ym. 2011) on havaittu, että erot eivät ole suuret. Ehkäpä lineaarinen PEI pienempänä 
molekyylinä pakkaa siirtogeenin tiukemmin kuin haaroittunut PEI, ja näin ollen siirtogeeni ei 
vapaudu kompleksista tarpeeksi tehokkaasti. Aiemmissa tutkimuksissa (Dai ym. 2011) on 
kuitenkin huomattu, että lineaarinen PEI vapautti DNA:n nopeammin kuin haarautunut. 
Vastaavasti lineaarisella PEI:llä saavutettiin pienempi transfektoituneiden solujen lukumäärä 
kuin haarautuneella, päinvastoin kuin tässä tutkimuksessa. On kuitenkin otettava huomioon, 
että näiden tulosten osalta arvoissa esiintyi suurta vaihtelua, ja transfektoituneiden solujen 
määrä oli paljon pienempi kuin muissa optimoinneissa. Haarautuneen ja lineaarisen PEI:n 
välisten erojen jatkotestaaminen voisi siis olla järkevää. 
 
Kylmäkuivausmenetelmä käänteistransfektiolevyjen valmistamisessa oli yksinkertainen ja 
onnistuessaan tehokas myös transfektion kannalta. Menetelmä on erittäin yksinkertainen 
suorittaa, sillä reagenssit täytyy vain sekoittaa ja jäädyttää ennen kuivaamista. Kuivaamiseen 
käytettävä laitteistokin on periaatteeltaan yksinkertainen. Kuivauksen loputtua täytyy 
kuitenkin varmistua siitä, että transfektiokompleksit ovat täydellisen kuivia, ja levyjen 
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säilytys on tehtävä huolellisesti. Ylimääräinen kosteus levyillä selkeästi hajotti 
transfektiokomplekseja. Transfektiotehokkuus oli todella heikko, jos levyillä havaittiin 
kosteutta ennen solujen siirtämistä kuoppiin. Levyjen säilyessä kuivana, 
transfektiotehokkuuden kanssa ei ollut mitään ongelmia. Tässä tutkimuksessa levyjä 
säilytettiin vain lyhyen aikaa (keskimäärin yksi viikko), mutta aiemmissa tutkimuksissa 
(Reinisalo ym. 2006) niitä on onnistuttu säilyttämään kuukausia transfektiotehon laskematta. 
Käänteistransfektiolevyjen onnistunut kylmäkuivaus ja säilytys osoittautuivat kriittiseksi 
transfektion onnistumisen ja solujen elinvoimaisuuden kannalta.  
 
Suurisisältöinen kuvantaminen sopi hyvin käytettäväksi käänteistransfektion kanssa, ja se 
nopeutti datan analysoimista huomattavasti. Vaikeinta prosessissa oli löytää sopivat asetukset, 
jotta mikroskooppi löysi solujen pinnan automaattisesti. Myöhemmin myös kuvia 
analysoidessa segmentaation kannalta parhaat asetukset oli haastavaa löytää. Lisäksi 
ajoittaisia ongelmia tuotti mikroskoopin automaattinen fokusointi, joka ei aina ollut täysin 
kohdallaan. Fokusointiin vaikutti luultavasti kuopan sekä solujen pinnan epätasaisuus. 
Mikroskoopin ottamien kuvien laatu täytyykin aina tarkistaa. Jos kuvat ovat hieman 
epäteräviä, segmentointi saattaa häiriintyä huomattavasti. Tämä aiheuttaa edelleen 
epänormaalia vaihtelua tuloksissa. Kaikkien asetusten ollessa kohdallaan, levyjen 
kuvantaminen ja analysointi oli kuitenkin nopeaa. Menetelmän skaalautuvuus (Neumann ym. 
2006, 2010) tuli myös ilmeiseksi rinnakkaisten levyjen ja näytekuoppien määrän vaihdellessa. 
On tosin otettava huomioon, että tarvittava laitteistokokonaisuus on monimutkainen ja kallis, 
eikä sitä löydy jokaisesta laboratoriosta. Menetelmän käytön yleistyminen on kuitenkin 
helppo uskoa. Ilman käytössä ollutta laitteistoa levyjen kuvaaminen ja kuvien analysointi olisi 
vienyt huomattavasti enemmän aikaa. 
 
Tulevaisuuden käyttökohteita primääristen hermosolujen käänteistransfektiolle tulevat 
olemaan solun apoptoosisignaalireitin MAP-kinaasien (mitogen-activated protein kinase) 
tutkiminen. Menetelmällä voidaan transfektoida solut keinotekoisilla siRNA-molekyyleillä, 
jotka estävät aina yhden kinaasin toiminnan. Näin voidaan havaita, pystytäänkö tällä 
toiminnan estämisellä suojaamaan solua apoptoottiselta kuolemalta. Kuvien analysointi vaatii 
kuitenkin vielä optimointia hermosolujen kuoleman tarkan ajankohdan havaitsemiseksi. 
Tämän tutkimuksen optimoinneissa pystyttiin vain erottelemaan elävät ja kuolleet solut 
toisistaan. Tarkkaa ajankohtaa solun kuolemalle ei pystytty kuitenkaan määrittämään, eikä se 
toisaalta ollut tarpeellistakaan. Lisäksi havaittiin, että suuri osa soluista ei kuollut ollenkaan 
vaikka niille aiheutettiin stressiä poistamalla kaliumionit kasvatusmediumista. Tämän pitäisi 
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poistaa solun kyky säädellä kalvopotentiaalia mikä johtaa solun kuolemaan. Yhtenä 
hypoteesina solujen selviytymiseen on se, että soluja eristettäessä ja transfektoitaessa niihin 
kohdistuu jo valmiiksi suuri stressi, ja eloon jäävät ovat tavallista sitkeämpiä kasvatuslevyillä. 
Toisaalta vaikka solujen solukalvo ei hajonnut, myöhemmin havaittiin niiden aksonien 
kuitenkin häviävän. Tämä havainto saattaisi tarjota mahdollisuuden solun tarkan kuoleman 
ajankohdan selvittämiseksi. Se vaatii kuitenkin segmentaation parametrien muuttamista ja 
yksittäisten solujen tarkkaa seuraamista. Myös muita solujen stressaamisessa käytettäviä 
menetelmiä kuin kaliumin poistaminen voitaisiin tutkia. Lisäksi voitaisiin tutkia 
mahdollisuuksia valmistaa mikrosiruja kuten Ziauddin ja Sabatini (2001) tällä 
käänteistransfektiomenetelmällä. DNA/PEI-kompleksien muodostamien pisteiden päälle 
kiinnittyneet solut transfektoituisivat juuri sillä tietyllä siirtogeenillä, jota pisteessä on. Lisäksi 
kaikki solut kasvaisivat täsmälleen samoissa olosuhteissa. Käänteistransfektiomenetelmä 
tarjoaa runsaasti mahdollisuuksia tulevalle tutkimukselle, mutta vaatii vielä hienosäätöä. 
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